Background and Purpose-Long noncoding RNAs (lncRNAs) play a significant role in cellular physiology. We evaluated the effect of focal ischemia on the expression of 8314 lncRNAs in rat cerebral cortex using microarrays. Methods-Ischemia was induced by transient middle cerebral artery occlusion. Genomic and transcriptomic correlates of the stroke-responsive lncRNAs and the transcription factor binding sties in their promoters were evaluated with bioinformatics. Results-Three hundred fifty-nine lncRNAs were upregulated (Ͼ2-fold) and 84 were downregulated (Ͻ0.5-fold) at 3 hours to 12 hours of reperfusion after middle cerebral artery occlusion compared with sham. Sixty-two stroke-responsive lncRNAs showed Ͼ90% sequence homology with exons of protein-coding genes. Promoters of stroke-responsive lncRNA genes and their homologous protein-coding genes showed highly overlapping transcription factor binding sites.
G reater than 90% of the mammalian genome transcribes into noncoding RNAs that play critical roles in cellular homeostasis. 1 We recently showed that stroke alters cerebral microRNA and piwi-interacting RNA profiles in rats. 2, 3 In addition to these small noncoding RNAs, the genome transcribes many long noncoding RNAs (lncRNAs; Ͼ200 nucleotides in length) that control protein targeting to genomic loci, epigenetic silencing and serve as scaffolds for multiple proteins (reviewed by Rinn et al 4 ) . lncRNAs are thought to play a role in the pathophysiology of Alzheimer disease and brain cancer. 5, 6 We currently evaluated the effect of focal ischemia on cortical lncRNA expression profiles.
Methods
See the online-only Data Supplement detailed methods.
Transient middle cerebral artery occlusion (1 hour) was induced in adult, male spontaneously hypertensive rats (Charles River Laboratory, Wilmington, MA) with intraluminal suture under isoflurane anesthesia. RNA extracted from the ipsilateral cortex was analyzed using Arraystar lncRNA expression microarrays. Data were analyzed with GeneSpring software. The annotated, full-length lncRNA sequences (RefSeq database) were queried against rat Baylor 3.4/rn4 genome assembly to identify homology to exons of annotated protein-coding genes. Promoters of stroke-responsive lncRNAs and the homologous protein-coding genes were analyzed using the Pattern Search & Analysis tool (Genomatix GmbH). 7 DNA sequences of 3 lncRNAs were cloned and subjected to in vitro transcription and translation.
Results
The distribution of lncRNA expression in the rat cerebral cortex ranged from 7 to 670 000 U (online-only Data Supplement Table I ). After transient middle cerebral artery occlusion, 443 of the 8314 lncRNAs analyzed changed significantly (359 upregulated by Ն2-fold and 84 downregulated by Յ0.5-fold) at all reperfusion time points evaluated (3 hours, 6 hours, and 12 hours) compared with sham (Table 1;  online-only Data Supplement Table II) .
Sixty-one stroke-responsive lncRNAs showed Ͼ90% sequence similarity to the exons of protein-coding genes (exon mimicry), a majority of which are involved in transcription and translation (Table 2; online-only Data Supplement Tables  III and IV) . In all cases, the genomic loci of the paired stroke-responsive lncRNA and their homologous proteincoding genes were on different chromosomes. Ten TF families showed Ͼ100 hits each in the promoters of the 48 out of 61 stroke-responsive lncRNAs (Table 3; online-only Data  Supplement Table V) . These TF families also showed similar binding-site probabilities in the homologous protein-coding gene promoters. The ETSF TF family showed the highest overrepresentation in 37 of 48 lncRNA-gene mimic pairs (Table 3; online-only Data Supplement Table VI) . Full names of the protein-coding genes that lncRNAs mimicked are given in online-only Data Supplement Table VII. One or more open reading frames (ORFs) in 60 strokeresponsive lncRNAs showed a partial but strong conservation with their protein-coding functional homologs (online-only Data Supplement Table VIII) . They showed a substantially higher number of mutations than the homologous proteincoding genes, but regions that correspond to exon junctions remained nonmutated indicating a possibility that they might undergo splicing and translation to truncated proteins. However, none of the 3 stroke-responsive lncRNAs tested (XR_005672 with 4 ORFs homologous to Eno1, XR_007365 with 3 ORFs homologous to Eef1a1 and XR_005605 with 2 ORFs homologous to RpL3) formed any proteins when tested by in vitro transcription/translation (online-only Data Supplement Figures I and II) .
Discussion
The role of noncoding RNAs in ischemic brain damage is currently unknown. Recent studies showed that cerebral profiles of micro RNAs and piwi-interacting RNAs change extensively and modulate brain damage after stroke. The present study shows that ischemia also influences lncRNAs and bioinformatics showed a Ͼ90% sequence homology between many stroke-responsive lncRNA genes and proteincoding genes located on different chromosomes indicating that these lncRNAs might be pseudogenes. Previous studies showed that pseudogenes produce truncated proteins, which suppress the activity of the homologous proteins. This was shown for endothelial nitric oxide synthase in multiple species. 8, 9 Despite the presence of multiple ORFs with a high degree of homology with protein-coding genes, strokeresponsive lncRNAs tested experimentally failed to form proteins. This could be explained by the observations that the lncRNA genes show multiple, small ORFs in contrast to the single, continuous ORFs of the protein-coding genes, and the start and stop codons of the lncRNA ORFs did not match those of the protein-coding gene ORFs indicating codon incompatibility. The function of the lncRNAs in ischemic pathophysiology is still elusive, but they might stabilize the 
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mRNAs. In support, a previous study showed that RNAs of pseudogenes that transcribe at a high rate influence the translation of the mRNAs of the homologous protein-coding genes. 10 Knocking-out a specific pseudogene homologous to Makorin-1 gene led to the destabilization of the Makorin-1 transcription leading to bone deformities that were reversed when the pseudogene was reintroduced. 10 Because many of the stroke-responsive lncRNAs are homologous to proteincoding genes involved in ribosomal complex formation, splicing, translation initiation, and nuclear import of mRNAs, they might stabilize those mRNAs to restore the protein synthesis inhibited during the acute phase after stroke. The strokeresponsive lncRNAs might also control chromatin modifications, transcription factor activity, and apoptosis as demonstrated previously. [11] [12] [13] Further studies are needed to show the significance of lncRNAs to poststroke functional outcome.
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Влияние очаговой ишемии на длинные некодирующие РНК 
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■ МЕТОДИКА Для более подробного ознакомления с методами см. дополнительные данные, доступные on-line.
Транзиторную окклюзию средней мозговой арте-рии (в течение 1 часа) индуцировали у взрослых самцов крыс со спонтанной гипертензией (Charles River Laboratory, Уилмингтон, Массачусетс) путем введения нити в просвет сосуда под анестезией изоф-лураном. Выделенные из ипсилатеральной коры РНК анализировали с использованием микрочи-пов днРНК Arraystar. Данные проанализировали с помощью программного обеспечения GeneSpring. Аннотированные полноразмерные последователь-ности днРНК (база данных RefSeq) запросили из набора генома крыс Baylor 3.4/rn4 для определения гомологичности к экзонам аннотированных генов, кодирующих белок. Промоторы чувствительных к инсульту днРНК и гомологичных генов, кодирующих белок, проанализировали методом Pattern Search & Analysis (Genomatix GmbH) [7] . ДНК последователь-ности 3 днРНК клонировали и подвергли транскрип-ции и трансляции in vitro.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ
Распределение экспрессии днРНК в коре головного мозга крыс колебалось от 7 до 670 000 Ед (таблица I, см. дополнительные данные on-line). После транзитор-ной окклюзии средней мозговой артерии, экспрессия 443 из 8314 проанализированных днРНК значительно изменились (повышение более чем в 2 раза для 359 днРНК, и снижение более чем на 50% для 84 днРНК) при оценке во всех временн`ых точках во время репер-фузии (3 часа, 6 и 12 часов) по сравнению с контроль-ной группой (таблица 1; таблица II, см. дополнитель-ные данные on-line).
Для 61 чувствительной к инсульту днРНК обнару-жили >90%-ное сходство последовательности с экзо-нами генов, кодирующих белок (мимикрия экзонов), большинство из которых участвует в транскрипции и трансляции (таблица 2; таблицы III и IV см. в допол-нительных данных on-line). Во всех случаях, геномные локусы парных, чувствительных к инсульту днРНК и их гомологичных генов, кодирующих белок, распола-гались на разных хромосомах. У десяти TF-семейств продемонстрировали >100 попаданий на каждый про-мотор 48 из 61 чувствительных к инсульту днРНК (таблица 3; таблица V см. дополнительные данных online). У этих TF-семейств также отметили аналогичные свойства участков связывания в гомологичных промо-торах генов, кодирующих белок. Семейство ETSF TF ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ больше всего доминировало в 37 из 48 пар днРНК-генов (таблица 3; таблица VI см. дополнительные данные on-line). Полные названия генов, кодирующих белок, эквивалентнных днРНК, представлены в табли-це VII (см. дополнительные данные on-line).
Для одной или более открытых рамок считывания (ОРС) в 60 чувствительных к инсульту днРНК проде-монстрировали частичное, но выраженное сходство с их функциональными гомологами, кодирующими белок (таблица VIII, см. дополнительные данные on-line). В них обнаружили значительно большее число мута-ций, чем в гомологичных генах, кодирующих белок, но регионы, которые соответствовали сочленениям экзонов, остались без мутаций, что указывает на воз-можность их сплайсинга и трансляции на усеченные белки. Тем не менее ни одна из изучаемых 3 чувс-твительных к инсульту днРНК (XR_005672 с 4 ОРС, гомологичными Eno1, XR_007365 с 3 ОРС, гомоло-гичными Eef1a1, и XR_005605 с 2 ОРС, гомологичны-ми RpL3) не синтезировала белок при транскрипции/ трансляции in vitro (рис. I и II, см. дополнительные данные on-line). Роль некодирующих РНК при ишемическом повреж-дении головного мозга в настоящее время неизвестна. В недавно проведенных исследованиях продемонстри-ровали, что церебральные профили микроРНК и РНК, взаимодействующих по piwi-типу значительно изме-няются и модулируют повреждение головного мозга после инсульта. Настоящее исследование показывает, что ишемия также оказывает влияние на днРНК, а с помощью методов биоинформатики продемонстриро-вали >90% гомологии последовательностей во многих генах чувствительных к инсульту днРНК и генов, коди-рующих белок, расположенных на различных хромосо-мах, что свидетельствует о том, что эти днРНК могут быть псевдогенами. В ранее проведенных исследовани-ях показали, что псевдогены продуцируют усеченные белки, подавляющие активность гомологичных белков. Это было показано для эндотелиальной NO-синтазы в нескольких образцах [8, 9] . Несмотря на наличие нескольких ОРС с высокой степенью гомологии с гена-ми, кодирующими белок, чувствительные к инсульту днРНК в ходе эксперимента не смогли синтезировать белок. Это можно было бы объяснить наблюдениями -у генов днРНК есть многочисленные небольшие ОРС, в отличие от одиночных непрерывных ОРС у генов, кодирующих белок, а запуск и остановка кодонов ОРС днРНК не соответствуют ОРС генов, кодирующих белок, что свидетельствует о несовместимости их кодонов. Функция днРНК в патофизиологии ишемии по-прежне-му непонятна, но они могут стабилизировать мРНК. В поддержку этого замечания в ранее проведенных иссле-дованиях показали, что РНК псевдогенов, транскриби-рующихся на высокой скорости, влияют на трансляцию мРНК гомологичных генов, кодирующих белок [10] . Выключение специфичного псевдогена, гомологичного гену Makorin-1, привело к дестабилизации транскрип-ции Makorin-1, вызвавшей деформацию костей, которая претерпела обратное развитие при повторном введении псевдогена [10] . Поскольку многие из чувствительных к инсульту днРНК гомологичны генам, кодирующим белок, участвующим в формировании комплекса рибо-сом, сплайсинге, инициации трансляции и поступлении мРНК в ядро клетки, они могут стабилизировать эти мРНК для восстановления синтеза белков, подавленно-го во время острого периода инсульта. Чувствительные к инсульту днРНК могут также контролировать изме-нения хроматина, активность фактора транскрипции и апоптоз, как было показано ранее [11] [12] [13] . Для того чтобы продемонстрировать значение днРНК для функ-ционального исхода после инсульта, необходимо прове-дение дальнейших исследований.
Таблица 1. Максимально повреждаемые после инсульта днРНК
днРНК 3 часа 6 часов 12 часов хромосома днРНК 3 часа 6 часов 12 часов хромосома MRAK077719 47,8 36,2 20,9 2 BC086373 0,1 0,1 0,1 X XR_009313 25,2 53,7 45,7 1 MRAK049859 0,2 0,2 0,2 3 XR_007365 23,2 93,2 101,8 2 BC103647 0,3 0,3 0,2
